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               論   文   の   要   旨 
 
 ホスホリパーゼ D（PLD）は、細胞膜リン脂質の 50％を占める主要な膜構成成分であるホスファチジ
ルコリン（PC）を加水分解し、神経伝達物質アセチルコリンの前駆体であるコリンとシグナル伝達のセ
カンドメッセンジャーとして作用するホスファチジン酸（PA）を産生する PC 代謝酵素である。近年、
PLD による PC 加水分解産物が細胞内で重要な生理的役割を果たしていることが明らかとなり、PLD 活
性の制御機構に関する研究や正確な PLD 活性評価法の確立は多彩な細胞機能を理解するため課題とな
っている。このような背景の下、著者は現在の PLD 活性の分析法について指摘されている問題点の改
良や未だ困難である PA 測定法の確立を本研究の目標とし、解析に取り組んだ。 
 現在の PLD 活性の分析法としては、PC から産生される水溶性のコリンに対し、コリン酸化酵素を始
めとする多段階の酵素反応により発生する蛍光産物の蛍光を測定する Amplex red 法や、コリン部位に
放射性標識の PC を用いた薄層クロマトグラフィー（TLC）で分離・測定する方法が利用されている。
しかし、これらの方法は反応溶媒内の還元剤や界面活性剤、pH によって不安定な蛍光が生じるほか、
放射性標識の PC から強い非特異的シグナルがしばしば発生するため、より正確な PLD 活性の評価系が
必要となっている。第二章では、まずヒト胎児腎細胞由来 HEK293T 細胞にマウス PLD2 を過剰発現さ
せ、免疫沈降法により精製し PC-PLD 反応を行った。次に、Amplex red 反応に影響がない pH 7.4 のリン
酸緩衝液で PC と反応を行うことで、PLD2 の活性に影響のない、安定な蛍光シグナルを得ることに成
功した。また、放射性標識の PC を用いた PLD2 の反応産物から、有機溶媒を加えコリンを含む水溶性
層を分画し、TLC で分離した後、コリンの特異的な放射性シグナルを得た。 
 一方、PA の検出については、高速液体クロマトグラフィーや質量分析が用いられているものの、現
分析法の場合、PLD 反応産物内の PA が微量で検出感度や精度に不十分である理由から困難である。第
三章では、9-アミノアクリジン（9-AA）をイオン化マトリックスとして、標準コリンと PA を用いて
MALDI-QIT-TOF/MS 解析を行い、コリンと PA の分子量である m/z 104 と m/z 647.5 の高いイオンピー
クを得た。さらに、PC-PLD2 反応産物からコリンと PA に相当するイオンピークが確認され、9-AA を
イオン化マトリックスとする MALDI-QIT-TOF/MS 分析法が確立できた。本研究から、コリンと PA の検
出限界が 1 pmol 以下であることが明らかになり、微量サンプルを用いた簡便且つ高感度の解析方法とし
て PLD 活性が測定できるだけでなく、他のリン脂質測定への応用の可能性も示唆された。 
 
審   査   の   要   旨 
 
 本研究において第二章で見出した知見は、既知の PLD 活性測定法を改良したという事実を示しただ
けではなく、PLD活性による PCから産生されるコリンを正確に定量化する解析法として、細胞内で PLD
の活性因子や阻害因子の影響など、酵素学的研究に非常に有効であると思われる。また、第三章では、
9-AA をイオン化マトリックスとして用いた MALDI-QIT-TOF/MS 解析を PA 測定に応用し、少量のコリ
ンや PA が同時に検出可能な方法を示すことにも成功した。これらの結果は、細胞内の PLD による PC
代謝制御機構や、その機能的意義についての解明に役立つことが期待できる。近年、哺乳類細胞におい
て PLD4 や PLD6 など新たな PLD family が同定され、これらの酵素活性や機能についての研究が始まっ
たばかりである。既存の定量的分析法に加え、本研究で改良された簡便・迅速な MALDI-QIT-TOF/MS
による定性的な PLD 活性測定を行うことで、今後の PC を含む生体内のリン脂質代謝研究の更なる発展
が期待される。 
 以上のように、著者は PLD 活性測定における既存の分析法の改良や PA 測定の検出ため、9-AA をイ
オン化マトリックスとして組み合わせた新たな MALDI-QIT-TOF/MS 解析を確立する独創的な研究を行
い、今後の PLD 活性や調節機構の解析に止まらず、リン脂質代謝系の理解に広く応用可能な知見を開
拓したと判断される。 
 平成 26 年 1 月 23 日、学位論文審査委員会において、加香副査を除く審査委員全員の出席のもとに論
文の審査及び最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、（加香副査から預かった質問も含め）
関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員によって合格と判定された。平成 26 年 1 
月 27 日、加香副査に論文の審査及び最終試験に関する説明と報告を行い、了承いただいた。 
 よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるのに十分な資格を有する者として認める。 
